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AFP α-fetoprotein、α フェトプロテイン 
 
BSA Bovine Serum Albumin、ウシ血清アルブミン 
 
CE Capillary Electrophoresis、キャピラリー電気泳動 
 
ConA Conavalia ensiformis、 Concanavalin A、コンカナバリン 
 




EDAC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
 
EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule、上皮細胞接着因子 
 
FBI Federal Bureau of Investigation、連邦捜査局 
 
HE 染色 Hematoxylin-Eosin 染色、ヘマトキシリン・エオジン染色 
 
LCA Lens culimaris agglutinin-A、レンズマメレクチン 
 
MES Methyl ethane sulfonate、エタンスルホン酸メチル 
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PCR Polymerase Chain Reaction、ポリメラーゼ連鎖反応 
 
PHA Phaseolus  vularis、 red kidney bean、赤いんげん豆 
 
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism 
 
RFU     Relative Fluorescent Unit、相対蛍光単位 
 
SDS Sodium dodecyl sulfate、ドシデル硫酸ナトリウム 
 
STR Short Tandem Repeat 
 
TAE      Tris Acetate ETDA、トリス・酢酸・エチレンジアミン四酢酸 
 

















あるアレック・ジェフリーズにより初めて発表されたものである。 [Jeffreys, A. 






























































Fragment Length Polymorphism (RELP) であった。 [Jefferys A. J.; Wilson 
V.; Thein S. L., 1985] [Jeffreys, A. J.; Wilson, V.; Thein, S., 1985] 
 VNTR は、ジェフリーズ博士が、ミニサテライトと呼んだ部位と同種のもの
で、中規模の長さの反復配列で構成されており、約 10～100bp の反復単位から
なるものである [Tautz, D., 1993]。 








さらに、その抽出された DNA の量を測定し、その後、DNA の特定領域を、


























ることとなるのである。 [Butler, M. J., 2009] 
 
 
2.2  STR 
 
 
 STR は、2～6bp の反復単位からなる反復配列であり、現在、DNA による個
人識別法において、主流の DNA マーカーとなっている。 
その理由としては、以下である。 
最初に開発された RFLP プローブ [Jefferys A. J.; Wilson V.; Thein S. L., 





また、VNTR アレルを検出する PCR 増幅（1kbp）のためには、生体試料中
に、高分子量の DNA 分子が存在していなくてはならない。PCR 増幅も、10ng








すなわち、同じ DNA 検査の中で複数の STR を検査することができる、マルチ
プレックス（多重化）が可能である [Ellegren, H., 2004]。 
 このマルチプレックス STR は、高い識別能力を持っており、また、混合物質
や劣化した DNA 分子を含む生体サンプルでも評価できる。さらに、自動化が可
能であるという利点も持っている。 
さらに、PCR 増幅においても、劣化した DNA サンプルを試料として取り扱
うことが多い法医学領域では、長さの長い VNTR を使用するよりも、PCR 産物
の長さが短い STR の方が成功しやすく、短いアレルを優先的に増幅させること
で、アレル欠如を起こしにくくするという有利な点がある。すなわち、マルチ
プレックス STR の場合、STR ローカスの増幅産物は、サイズ的にとても小さい
ので、STR プライマーを用いれば、損傷していない DNA 鎖を検出できる可能
性が高くなるのである。 
このため、今日では、マルチプレックス STR 法を使用することで、1ng 以下








能で、現時点で最良の方法となっている。 [Butler, M. J., 2009]  
 
 
2.3  市販の STRマーカーキット 
 
 
 DNA による個人識別法に使用される STR マーカーのシングルプレックスあ
るいはマルチプレックス PCR 増幅キットは、数多く市販されている。 
 1990 年代後半に、STR アレルを高感度で、高速に、そして、正確に測定する
技術が、急速に発展した。 
 市販の STR マーカーキットが発売された当初は、同時に増幅できる STR ア
レルの数が、ゲル電気泳動による銀染色の方法で 3 個あるいは 4 個程度であっ
たのが、その後、少しずつ同時に増幅できる STR アレル数が増え、現在では、
CE とマルチカラー蛍光標識を使用することにより、15 個以上にまで増えてい
った [Butler, M. J., 2009]（Table 1）。 
 通常、プライマーを設計し、マルチプレックス PCR 条件を最適化し、プライ
マー合成の品質管理を行うには、様々な設備と人手が必要となるが、市販のキ
ットを使用することで、国際的に普及しているローカスのプライマーセットと、















 その DNA 抽出方法としては、歴史的には、有機抽出（フェノール・クロロフ
ォルム抽出）法、Chelex 抽出法、FTATMペーパー法、以上 3 つの方法が主流と
なってきた。 (Figure 1） [Butler, M. J., 2009] 
 有機抽出（フェノール・クロロフォルム抽出）法では、最初に、ドシデル硫






質を分離させることができるのである [Comey, C. T.; et al., 1994]。 
 Chelex 抽出法は、Chelex というスチレンージビニルベンゼン共重合体
（styrene divinylbenzene copolymer）により構成された、イオン交換樹脂を添
加する方法である [Walsh P. S.; et al., 1991]。 
Chelex は、マグネシウムイオンをひきつけ結びつける働きがあり、Chelex
によってマグネシウムを除去することにより、DNA 分解酵素を不活性化させ、





 FTATMペーパー法は、DNA の保管方法の一つとして開発された FTATMペー
パーを使用する方法である [Burgoyne, L.; et al., 1994]。 
FTATM ペーパーは、吸着性セルロースでできた紙であり、ヌクレアーゼ劣化
から DNA 分子を保護し、細菌増殖から紙を保護するための 4 種類の化学物質が
含まれていて、これにより、DNA 分子は、数年間にわたり、室温で安定した状
態を保つことができるというものである。 [U.S. 特許番号: 5496562, 1996] 





  さらに、高効率な DNA 抽出法の一つとしてシリカを使用した固相抽出
（solid-phase extraction）法がある。 




る。 [Vogelstein, B.; Gillespie, D., 1979] [Boom, R.; et al., 1990] [Duncan, E.; 
et al., 2003] 溶液の㏗が 7.5 以下の場合、シリカに吸着する DNA は通常 95％
前後であり、これにより、不要な不純物を洗い流すことができるのである。 




た常磁性体樹脂を使用している。 [U.S. 特許番号: 6673631, 2004] 
 最初に、㏗ 7.5 以下の溶液内で DNA 分子が磁気ビーズへ可逆的な結合させ、
シリカコーティングした磁気ビーズを、磁石を用いて、チューブの底あるいは
横に集め、溶液内の不純物から分離し、洗浄を繰り返し、最後に数分間加熱す
ることで、吸着した DNA を溶液内に溶出させて抽出するという方法である。 
 この磁気ビーズによる方法は、簡易化、高速化、自動化を可能にしており、
自動器械が発売されている [Greenspoon S. A.; et al., 2004]。 





















Gill（1985）ら [Gill, P.; et al., 1985]によって、はじめて報告された。 
 Gill ら [Gill, P.; et al., 1985]によって報告されたこの方法は、試料に、SDS/ 
proteinase K 混合物を加え、先に膣上皮細胞のみを分解して分離し、次に、
SDS/ protein K/ dithiothreitol (DTT) 混合物を加えて、精子の漿膜を分解し、
分離して DNA を抽出するという方法である。 























担っている [Guyton, A. C.; Hall, J. E., 2004]。 
 
 




















るということである。 [Lis, H.; Sharon, N., 1986] [Ilomets, T., 1990] 
もう一つは、レクチンによる凝集は、単糖やオリゴ糖などにより、特異的に













ナバリン（Conavalia ensiformis, Concanavalin A; ConA）やレンズマメレクチ
ン（LCA）などのレクチンとの結合度の違いとなって現れることから、肝細胞
由来の AFP とレクチンとの結合性と、他の組織（卵黄嚢由来 AFP）とレクチン
との結合性の違いを利用した、質的な鑑別が可能となっている。 [Taketa, K.; et 






vularis, red kidney bean; PHA や Conavalia ensiformis, Concanavalin A; 
ConA など)もある。 [Kilpatrick, D. C.; Green, C., 1992] [Matsui, T.; et al., 








つような場合でも、応用可能であるとされている [Booth, B. P.; et al., 1957]。 
このように多岐にわたる活性を持つレクチンは、自然界のいたるところに存
在し、様々な生体の中で見つかっており、すべての「類」や「科」には存在し
ているとされている [Gold, E. R.; Balding, P., 1975]。 
そのうえ、すでに発見され単離されているレクチンの多くは、市販されてい
るため、容易に利用することができる。また、今日では、遺伝子組み換え技術




2.8  L-fucose lectin 
 
 
L-fucose lectin の多くは、抗 H（O）型の特異性を有する。これは、L-fucose 
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lectin が、H 型抗原決定基の構造の L-fucose 残基を特によく認識しているから




る [大沢 利昭；森 良一, 1976]。 
その中でも一番簡便で理解しやすい方法の一つとして、Mäkerä によって報告
された分類法がある。Mäkerä は、レクチンによる糖に対する特異性を、単糖の
C3 と C4 位の水酸基の立体配位により分類した [Mäkerä, O., 1957]（Table 2）
（Figure 3）。 
Ulex europeus I（ハリエニシダ）は、Mäkerä の分類の第 1 群に分類され、
α-L-fucose の C3 位を認識することにより糖結合特異性を持ち、O 型赤血球を
強く凝集させ、A2、A2B 型赤血球を弱く凝集させることが知られている（Figure 
4）  [Mäkerä, O., 1957] [Matsumoto, I.; Osawa, T., 1974] [Osawa, T.; 
Matsumoto, I., 1972] [Hořejší, V.; Kocourek, J., 1974] 
  
 

























な統計演算が、徹底的に研究されてきている [Curran, J. M., et al., 1999]。 
混合試料の判定を行う際には、基本的には 6つのステップがある (Figure 5)。
すなわち、＃１ 混合物であると特定する。＃２ アレルピークの検出。＃３ 
関与した可能性のある個人数の確定。＃４ 混合試料中の各個人の成分の相対
比率を予測する。＃５ 遺伝子型として起こりうるすべての組み合わせを検討












様々である。通常、混合 DNA の割合は、1：1、1：5 といった比率形式で表さ
れる。既知量の鋳型 DNA を用いて PCR 増幅を行った場合、原理的には、その




















とがわかっている [Perlin, M. W.; Szabady, B., 2001]。また、テネシー大学の研
究者は、混合試料の成分を自動的に解読するアルゴリズムを開発している 










でない限り、混合試料の判定をしない」（Forensic Science Service の Peter Gill）


















































そして、取り出した細胞から DNA を抽出し、各種個人識別用 STR マーカー
キットを用いて、DNA プロファイルの判定を行う。 
 抗体は、混合血液からなる混合試料からの血液型による選択的抽出を目的と








 4.1.2.1 混合試料の作成 
 
 様々な条件に設定した、3 人由来の血液（全血、抗凝固剤無し）を各 30μl
および唾液各 30μl による細胞混合液を 2ml チューブ内で作成した。各試料の
混合の割合は、1：1 で行った。 
 細胞混合液を 500μl に希釈し、その希釈した細胞混合液の 50μl（1/10 量）
をマイクロチューブに入れた。 
 




CD45 抗体（Anti-Human CD45 Purified, 2B11, Monoclonal, Murine, 
eBioscience）、 
CD326 抗体（Anti-Human CD326 (EpCAM)  Purified, 1B7, Monoclonal, 
Mouse, eBioscience）、 
抗 A 抗体  (HE-193, Monoclonal, Mouse, Thermo Fisher)、抗 B 抗体 
(HEB-29, Monoclonal, Mouse, Thermo Fisher) 、抗 H 抗体（A70-A/A9, 
Monoclonal, Mouse, Thermo Fisher） 




（1） 遠心分離法（抗 A 抗体、抗 B 抗体、抗 H 抗体） 
 









 磁気ビーズキットは、BioMag○R  Plus Carboxyl Protein Coupling Kit 
(Polyscience,Inc.)1を使用した（Figure 7）。このキットで用いられている





                                            
1 キットの組成は、以下である。 
 BioMag○R  Plus Carboxyl Terminated Particles: 2.5ml 
 EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide): 0.10g 
 15ml conical centrifuge tubes: 5 tubes 
 BioMag○R  MultiSep Magnetic Separator 
 0.05M MES Buffer (pH 5.2): 2×175ml 
 Quenching Solution (1M Glycine, pH8.0): 25ml 










1. 0.5ml （10 ㎎）の BioMag○R  Plus Carboxy 粒子を 15ml のチューブに入れ
る。 
2. 5ml の MES（Methyl ethane sulfonate、エタンスルホン酸メチル）buffer
をいれ振盪する。BioMag○R  MultiSep Magnetic Separator よって磁気分離し、
上清を捨てる。 
3. 上記、2 を 3 回繰り返す。洗浄後、BioMag○R  Plus Carboxy 粒子を 5ml の
MES buffer に溶かす。 
4. EDAC buffer を 30 分、室温に放置する。 
5. EDAC を 16mg (1.6mg EDAC/mg BioMag○R  Plus Carboxy 粒子)、BioMag○R  
Plus Carboxy 粒子が溶け込んだ MES 溶液に入れ、振盪する。 
6. ローターに 30 分振盪させる。 
7. 磁気分離器に入れ、上清を捨てる。2 を 4 回繰り返す。 
 
2）カップリング反応 
1. 20-55µg の抗体を使う。BSA（Bovine Serum Albumin、ウシ血清アルブミ
ン）を添加する。 




3. 50µl の溶解液を取り、950µl の MES buffer に入れ、1:20 の割合で希釈にす
る。効率を図る溶液（プレカップリング溶液）として分ける。 
4. 残った MES 抗体溶液と活性化した磁気ビーズによる混合液を激しくミック
スし、室温に 12-24 時間放置する。 
5. BioMag○R  MultiSep Magnetic Separator を用いて、磁気分離し、上清を保
存する。ポストカップリング溶液とラベルする。 
6. 残った 5ml の MES buffer の抗体とカップリングした BioMag○R  Plus 
Carboxy 粒子を懸濁させる。激しくミックスし、BioMag○R  MultiSep Magnetic 
Separator を用いて、磁気分離する。上清を捨てる。 
7. 6 をもう一度繰り返す。 
 
3）カップリング粒子の洗浄 
1. 15ml の Quenching 液を入れ、ミックスし、BioMag○R  MultiSep Magnetic 
Separator を用いて、磁気分離する。上清を捨てる。ローターに 30 分かける。 
2. 1 を 3 回繰り返す。 
3. 200μl の Wash buffer に溶かす（粒子は 50mg/ml）。 
 





マニュアルに従って、BioMag○R  MultiSep Magnetic Separator を用いて、磁気
30 
 
分離を行い、磁気ビーズを Wash buffer により、洗浄し取り出した。 
 
 4.1.2.3 DNA 抽出 
 
 分離し取り出した細胞を、Maxwell○R 16 （Promega 社）を用いて、DNA 抽
出を行い、各種個人識別用キットを用いて、DNA プロファイルの判定を行った。 
 
今回使用した個人識別用キットは、AmpFLSTRTM IdentifilerTM PCR 
Amplification Kit (Applied BiosystemsTM)2および Power Plex○R  Y23 System 
(Promega 社)3である。 
使用したサーマルサイクラーは、Gene Amp○R  PCR System 9600 であり、温
度条件は、それぞれのキットのマニュアルに従い、AmpFLSTRTM IdentifilerTM 
PCR Amplification Kit (Applied BiosystemsTM)では、95℃、11 分後、94℃、1
分、59℃、1 分、72℃、1 分（28cycles）、60℃、60 分として行った。Power Plex○R  
Y23 System (Promega 社)では、96℃、2 分後、94℃10 秒、61℃1 分、72℃30
秒（30cycle）、60℃20 分で行った。 
                                            
2 キットの組成は以下である。 
AmpFLSTR PCR Reaction Mix    10.5μｌ ×反応数 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase   0.5μｌ ×反応数 
AmpFLSTR Identifiler Primer Set  5.5μｌ ×反応数 
 
3 キットの組成は以下である。 
2800M control DNA 
Power Plex○R  Y23 5X Master Mix 
Water (Amplification grade) 
Power Plex○R  Y23 Allelic Ladder Mix 










 4.1.3.1  A 型血液を抗 A 抗体で、B 型血液を抗 B 抗体で遠心分離 
 
A 型血液のみ（抗体使用無し）の DNA プロファイルと A 型血液を抗 A 抗体
によって分離した DNA プロファイル、混合試料（A 型血液+B 型血液）の DNA
プロファイル、そして、B 型血液を抗 B 抗体によって分離した DNA プロファ
イル、混合試料（A 型血液+B 型血液）の DNA プロファイルの結果を比較した
（Figure 8）。 
A 型血液のみの DNA プロファイルは、抗体を使用していない、すなわち、選
択的抽出を行っていない、一般的な DNA 抽出で作成した、単一サンプルの結果
である。 
 A 型血液に抗 A 抗体を使用して分離を行った場合も、A 型血液と同じ DNA
プロファイルを示している。 
 A 型血液と B 型血液による混合試料から得られた DNA プロファイルの結果
においては、A 型血液（抗体使用無し、および A 型血液を抗 A 抗体によって分
離）から得られた DNA プロファイルと、B 型血液を抗 B 抗体によって分離し
て得られた DNA プロファイルとの混合バンドの結果を示している。 
そして、A 型血液と B 型血液による混合試料に、抗 A 抗体を用いて分離した








4.1.3.2   混合試料（O 型血液+B 型血液）を抗 H 抗体によって遠心分
離 
 
O 型血液のみ（抗体使用無し）の DNA プロファイル、O 型血液に抗 H 抗体
によって分離した DNA プロファイル、混合試料（O 型血液+B 型血液）を抗 H
抗体によって分離した DNA プロファイル、そして、B 型血液を抗 B 抗体によ
って分離した DNA プロファイルの結果を比較した（Figure 9）。 
O 型血液のみの DNA プロファイルは、抗体を使用していない、すなわち、選
択的抽出を行っていない、一般的な DNA 抽出で作成した、単一サンプルの結果
である。 
 O 型血液に抗 H 抗体を使用して分離を行った場合も、O 型血液の DNA プロ
ファイルと同じ DNA プロファイルを示している。 
 O 型血液と B 型血液による混合試料に、抗 H 抗体を用いて細胞選択し分離し
た DNA プロファイルでは、B 型血液由来のアレルが増幅されず、O 型血液の
DNA プロファイルと同じ DNA プロファイルを示している。 
 





 AB 型血液を、抗 H 抗体、抗 A 抗体、抗 B 抗体によって分離した DNA プロ
ファイルの結果である（Figure 10）。 
 AB 型血液では、抗 H 抗体、抗 A 抗体、抗 B 抗体のいずれにおいても、同じ
DNA プロファイルを示している。 
 
 4.1.3.4  A 型、B 型、O 型それぞれの血液型の 3 名の混合血液を抗 A
抗体および抗 B 抗体によって遠心分離 
 
 混合試料（A 型血液+B 型血液+O 型血液）の DNA プロファイル、混合試料
（A 型血液+B 型血液+O 型血液）を抗 A 抗体によって分離した DNA プロファ
イル、混合試料（A 型血液+B 型血液+O 型血液）を抗 B 抗体によって分離した
DNA プロファイルの結果を比較した（Figure 11）（Figure12）。 
 混合試料（A 型血液+B 型血液+O 型血液）から、抗 A 抗体によって A 型血液
由来の細胞を分離した DNA プロファイルにおいては、混合バンドである混合試
料の結果と比較して、B 型血液由来のアレルの増幅がほとんど無く、A 型血液
由来のアレルが優先的に増幅されており、A 型血液由来の細胞の DNA 型が分離





 また、混合試料では増幅エラーを起こしていた D13S317 の 12 のアレルピー
クが、抗 A 抗体で選択的抽出を行ったことで、抗 A 抗体では、明瞭に D13S317




 4.1.3.5  1 名の血液と 2 名の唾液からなる混合試料を CD45（抗白血
球抗体）によって磁気分離 
 
 混合試料（AB 型血液+2 名の唾液）から、CD45 によって、AB 型血液由来の
白血球を分離した DNA プロファイルと、混合試料（AB 型血液+2 名の唾液）の
DNA プロファイルの結果を比較した（Figure 13）。 
 なお、ここでの唾液由来の DNA とは、生理的に多量に唾液中に剥離してくる
粘膜上皮細胞を標的にしたものである。 




 また、混合試料では増幅されていなかった、FGA の 22 のアレルピークが、
選択的抽出を行ったことで、検出できている。 
 
4.1.3.6   2 名の男性血液と 1 名の男性唾液からなる混合試料を
CD326（抗上皮細胞抗体）によって磁気分離 
 
 混合試料（2 名の男性血液+1 名の男性唾液）の、男性のみに存在する Y 染色












4.2  陳旧試料への応用 
 
 
4.2.1  方法の概略 
 
 布地に血液をしみこませ、室温で室内にそのまま放置して 6 か月経過したも
のに、生食を加えて懸濁液とし、そこに L-fucose lectin である、抗 H レクチン
（Ulex europeus）を加え、赤血球凝集をさせる。その凝集塊（Figure 15）（Figure 
16）（Figure 17）に、proteinase K を加え、DNA を抽出し、個人識別用キッ
トを用いて、DNA プロファイルを作成する。 
 
4.2.2  試料と方法 
 
 サラシの布地（木綿）に血液 1 滴（30μl）をしみこませ、室温（18℃～28℃）
でそのまま放置し、6 か月経過した血痕を作成した。 
生食 1ml に血痕（0.5 ㎜四方）を入れ、細胞懸濁液を作成した。 
 細胞懸濁液に、抗 H レクチン (Ulex europeus)（オーソ）を加え、37℃で 50




 Protease K 1 ㎎を加えた後、Maxwell○R 16 (Promega 社) を用いて、DNA 抽
出を行い、AmpFLSTRTM IdentifilerTM PCR Amplification Kit (Applied 
BiosystemsTM)を用いて、DNA プロファイルを作成した。 
 
4.2.3  結果 
 
 室温の状態で 6 か月経過した、布地にしみ込んだ血痕においても、抗 H レク
チン (Ulex europeus)（オーソ）で処理することで、細胞凝集塊を形成すること
ができた。 


















4.3  汚染試料から血液由来細胞の選択的抽出 
 
 























IdentifilerTM PCR Amplification Kit (Applied BiosystemsTM)を用いて、DNA
プロファイルを作成した。 
 
4.3.3  結果 
 
 上清（混合試料）の DNA プロファイルと、沈殿層（血液）の DNA プロファ
イルの結果を比較した（Figure 19）（Figure 20）。 
 
 また、血液サンプルの DNA プロファイルと二人の唾液サンプルの DNA プロ
ファイルと上清および沈殿層の DNA プロファイルを表に示す (Table 3）。 
 上清は、不完全な混合バンドの結果となっている。一方、沈殿層は、血液サ
ンプル由来の DNA プロファイルを忠実に反映した結果となっている。 
 
 

























浸出液や白血球、剥離した口腔粘膜上皮、食物残渣などがある [香西 克之; 光
畑 智恵子, 2014] [芝 燁彦; 芝 紀代子, 2016]とされており、歯肉溝から口
腔内へ遊走した白血球数は、歯周組織の炎症の指標の一つとなりうる [内田 武
志; 菊池 貞介; et al., 1976] [Klinkhamer, J. M., 1968]とされている。 
 今回の研究において、選択的抽出を行って分離を行う際に、唾液中に含まれ
る白血球由来の DNA 型が検出されていない要因としては、使用した個人識別用













































































また、本方法は、一般的な DNA 抽出法による所要時間（DNA 抽出：1 時間、



















5.1  背景 
 
 
 L-fucose は、deoxy-ribose と同じデオキシ糖の一種である。 
 deoxy-ribose は、水溶液中では、フラノースの平行混合物であるピラノース
として存在していることが知られており [Watson, J. D., 1980]（Figure 21）、
L-fucose とほぼ同様の構造となる。 
また、L-fucose lectin は、もともと、C3 の水酸基ラジカルを認識して結合す




このため、L-fucose lectin は、L-fucose だけでなく、水溶液中の deoxy-ribose
とも結合することが可能であると予測できる [Hindsgaul, O.; et al., 1982]。 




5.2  方法の概略 
 
 
 血液を、室温で、1 か月間放置した。 
 1 か月間放置した血液から DNA を抽出した。 





5.3  試料と方法 
 
 
 血液を、室温で 1 か月間放置した。 
 1 か月後、中程度溶血した血液から DNA を抽出した。 




 室温で 10 分間置き、テーブルトップマイクロ冷却遠心機 3500（KUBOTA）
で 15000rpm、5 分で遠心した後、L-fucose lectin によって凝集した凝集塊を乾
燥させ、溶液 buffer にて、150pg/μl に調整した。98℃10 分間煮沸し、L-fucose 
lectin を失活させたのち、AmpFLSTRTM IdentifilerTM PCR Amplification Kit 
(Applied BiosystemsTM)を用いて、DNA プロファイルを作成した。 
 なお、DNA 濃度の測定には、Naro Drop Microvolume Spectrophotometers 
and Fluorometer (Thermo Fisher) を使用した。 
 
 
5.4  結果 
 
 
 抽出後の DNA に L-fucose lectin を添加して凝集塊を作成し、凝集塊から作
成した DNA プロファイル（濃度が 150pg/μl の試料を、1μl 使用）結果と、
Control（L-fucose lectin 精製前の DNA によるプロファイル、濃度が 1.51ng/
μl の試料を、1μl 使用）とを比較した（Figure 22）。 
 さらに、Control を 10 倍に希釈して作成した DNA プロファイル（濃度が
150pg/μl の試料を、1μl 使用）、Control を 100 倍に希釈して作成した DNA
プロファイル（濃度が 150pg/μl の試料を、1μl 使用）の結果と、Control と比
較した。 







トが認められる。また、およそ 125bp には、壊れた DNA によるバックグラン
ドノイズ（非特異的増幅）が検出されている。 
しかしながら、等濃度の L-fucose lectin を加えて得られた凝集塊から得られ
た DNA プロファイルでは、高分子領域のバンドの検出が良好であり、Control
を 10 倍希釈して作成した DNA プロファイルで検出されていたバックグランド
ノイズも消失している。 





5.5  考察 
 
 
 1 か月室温下で放置し、劣化し、混合試料となった血液に、L-fucose lectin を
加え、凝集させ、凝集塊から DNA を再度抽出した。 
 L-fucose lectin は、L-fucose の C3 の水酸基を認識して結合する働きを持ち、
水溶液中の Deoxy-ribose は、L-fucose と同様に C3 の水酸基ラジカルを有する
ことから [Watson, J. D., 1980]、L-fucose lectin は、水溶液中の Deoxy-ribose
と結合できる性質を利用して [Hindsgaul, O.; et al., 1982]、混合試料から抽出
した DNA に L-fucose lectin を結合させた。 
 混合試料から抽出した DNA 鎖のうち、L-fucose lectin が認識し結合できる
DNA は、混合試料中の、劣化した DNA の中でも Deoxy-ribose の糖の化学構造
47 
 
が比較的保持されていた、劣化の程度が少ない DNA 鎖であったと推測される。 
 それゆえに、L-fucose lectin と結合した DNA だけを再抽出したことで、試料
中の他の混合物（不純物）が減少したことで、Control と同じ遺伝子型を示すア
レルピークが検出されたものと推測された。 
 また、Control を希釈し作成した DNA プロファイルでは、特に 10 倍希釈の
DNA プロファイルと L-fucose lectin によって得られた凝集塊の DNA プロファ
イルとでは、濃度が同じにもかかわらず、ローカスのドロップアウトを起こし
ている。 
このことから、L-fucose lectin を加えて得られた凝集塊から再度 DNA 抽出を
行うということは、ただ単に、試料を希釈しているのではなく、非特異的増幅
の原因となりうる劣化 DNA や低分子 DNA が除去され、高分子領域の PCR が
可能なレベルで、DNA の精製が行われているものと考えた。 
 今日では、マルチプレックス STR 法を使用することで、1ng 以下の DNA で
も、PCR 増幅可能となっており [Butler, M. J., 2009]、個人識別用の STR キッ
トは、非常に高感度であることから、精製の過程で DNA 量が減少しても、遺伝
子型を示すアレルピークの検出には問題がない。 
 なお、L-fucose lectin と DNA の結合の結果として DNA の一部が分解される























 これまで行われてきた DNA の分離抽出法と比較して、汎用性が高く、有効な
方法であると考える。 
 さらに、L-fucose lectin による細胞凝集反応を利用する方法を応用して、混

































参考文献： [Butler, M. J., 2009] 
Figure 1 主な DNA 抽出方法 
51 
 





































Power Plex○R  1.1, 
 
























































Power Plex○R  2.1 













Penta D,Penta E,Amelogenin 
Power Plex○R  16BIO 



























































































出典：大沢 利昭；森 良一. (1976). レクチン. 講談社．ｐ40、表 3.1 レクチンの種類と分
類 





Figure 3 ピラノースの C3、C4 の水酸基の配位と代表的な単糖 
 
出典：辻 勉. 図 3.1 ピラノースの C3、C4 の水酸基の配位と代表的な単糖(1985). 著：大沢 
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参考文献： [Clayton, T. M.; et al., 1998] 
  













Figure 6  抗 B 抗体による B 型血液の凝集（HE 染色） 
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Figure 9 抗 H 抗体による分離 
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Figure 10 AB 型血液での抗 A・抗 B・抗 H 抗体による分離 
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Figure 11 A、B、O 型 3 名の血液からなる混合試料を抗 A 抗体、抗 B 抗体により分離 


























































Figure 15  6 か月経過した血痕から得られた凝集塊（抗 H レクチン使用） 
 























































Figure 18 6 か月間放置した血痕を抗 H レクチンで処理した後作成した DNA プロファイ
ル 









Figure 19  抗 H レクチンによる分離 

















Figure 20  抗 H レクチンによる分離 












検体 血液 唾液１ 唾液２ 上清 沈殿層 
ローカス 遺伝子型 遺伝子型 遺伝子型   検出されたアレル 検出されたアレル 
D8S1179 13-15 13-13 12-14   12, 13, 14, 15 13, 15 
D21S11 29-30 29-29 29-31   28, 29, 30, 31 29, 30 
D7S820 11-12 9-11 8-8   9, 11, 12 11, 12 
CSF1PO 9-11 9-12 12-13   9, 11, 12 9, 11 
D3S1358 17-18 15-18 16-17   15, 16, 17, 18 17, 18 
TH01 7-9 7-7 7-8   7, 9 7, 9 
D13S317 7-13 11-12 8-12   7, 8, 12, 13 7, 13 
D16S539 9-12 9-10 9-9   7, 8, 9, 11, 12 9, 12 
D2S1338 18-19 19-24 18-19   18, 19, 24 18, 19 
D19S433 13.2-15.2 13-14 13-14   13.2, 14, 15.2,   13,2, 15.2 
17, 18  
vWA 17-19 15-18 16-17   15, 16, 17, 18,   17, 19  (st18) 
19  
TPOX 7-11 8-8 7-11   7, 11 7, 11 
D18S51 13-15 13-13 13-14   7, 11, 13, 15 13, 15 
D5S818 11-11 10-11 11-13   7, 11, 13 11 
FGA 22-15 22-23 23-25   20, 20.2, 22,     22, 25 
25, 29.2  
amelogenin XY XY XY   XY XY 






















Figure 22 抽出後の DNA と L-fucose lectin による凝集塊から再抽出した DNA で作成し
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